













校编码：10384                                  分类号      密级        








            硕  士  学  位  论  文 
 
RHOBTB3 相互作用蛋白 COX11 的初步研究 
The Preliminary Research of COX11 and RHOBTB3 
 
 
      指导教师姓名：   林 圣 彩 
      专  业 名 称：   细胞生物学 
      论文提交日期：  2014 年 05 月 04 号 
      论文答辩时间：  2014 年 05 月 29 号 
      学位授予日期：  
  
答辩委员会主席：   
评    阅    人：           
 



















另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的





























（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 







                             声明人（签名）： 

















目 录 I 
TABLE OF CONTENTS IV 
摘 要 VII 
ABSTRACT VIII 
第一章 前 言 1 
1.1 RHOBTB3 的研究进展 1 
1.1.1 RHOBTB 的家族成员和结构 1 
1.1.2 RHOBTB3 的组织分布 2 
1.1.3 RHOBTB3 的功能 2 
1.1.4 RHOBTB 与肿瘤 4 
1.2 COX11 背景 4 
1.2.1 电子传递链 4 
1.2.2 COX11 背景 5 
1.2.2.1 COX11 简介 5 
1.2.2.2 COX11 功能 7 
1.2.2.3 COX11 与疾病 7 
1.3 酵母双杂交系统及其应用 8 
1.3.1 酵母双杂交系统基本原理 8 
1.3.2 酵母双杂交系统的特点和应用 9 
1.3.3 MATCHMAKER GAL4 TWO-Hybrid System3 简介 11 
第二章  材料和方法 15 
2.1 常用药品和试剂 15 
2.2 DNA 相关实验及方法 15 















2.2.2 大肠杆菌 (E.coli) 感受态细胞（Competent Cell）的制备和 DNA
转化（Transformation） 18 
2.2.3 质粒 DNA 的提取 19 
2.2.4 质粒 DNA 的工具酶处理 22 
2.2.5 DNA 片段的纯化和回收 23 
2.2.6 DNA 连接反应 25 
2.2.7 PCR 相关实验 25 
2.3 酵母双杂交相关实验方法 25 
2.3.1 酵母菌株和培养基 25 
2.3.2 诱饵基因表达蛋白样品制备 26 
2.3.3 诱饵蛋白检测试验 27 
2.3.4 两种酵母菌株杂交实验 27 
2.3.5 酵母质粒的提取 29 
2.3.6 酵母感受态细胞的制备及质粒 DNA 的转化 30 
2.3.7 数据计算 31 
2.4 细胞培养及转染 31 
2.4.1 细胞培养 31 
2.4.2 瞬时转染 32 
2.4.3 慢病毒感染 33 
2.5 蛋白质相关实验方法 33 
2.5.1 免疫共沉淀 33 
2.5.2 蛋白质的 SDS-PAGE 电泳与 western blot 分析 35 
2.5.3 细胞免疫荧光实验 36 
2.5.4 分离提纯 pure 线粒体以及线粒体周边的膜 36 
2.5.5 利用不连续的蔗糖梯度分离细胞组分 37 
第三章 结果与分析 38 
3.1 酵母双杂交部分 38 
3.1.1 诱饵蛋白表达质粒的构建 38 















3.1.3 诱饵蛋白毒性检测 39 
3.1.4 诱饵蛋白自激活检测 39 
3.1.5 鼠脑 cDNA 文库的筛选 39 
3.1.6 文库质粒酶切鉴定 40 
3.1.7 酵母中重新检验蛋白相互作用 41 
3.1.8 测序、序列比对 41 
3.2 利用哺乳动物细胞验证蛋白间的相互作用 43 
3.2.1 构建哺乳动物细胞的 ATG4D, COX11, NOMO1, ATP5C, UBXN1 基因 43 
3.2.2 免疫共沉淀验证蛋白间相互作用 43 
3.3 RHOBTB3 与 COX11 相互作用 45 
3.3.1 N-TAG COX11 和 C-TAG COX11 克隆的构建 45 
3.3.2 N-TAG-COX11 弥散的分布在整个细胞中 没有正确的线粒体定位 46 
3.3.3 C-TAG-COX11 正确定位在线粒体上 表达 3 种形式的条带 46 
3.4 COX11 三种形式的蛋白有不同的亚细胞定位 51 
3.4.1 COX11 M-FORM和 S-FORM定位在线粒体上 51 
3.4.1 COX11 L-FORM定位在高尔基上 52 
3.5 葡萄糖饥饿刺激下 L-FORM的减弱导致与 RHOBTB3 相互作用的减弱 53 
3.6 基因沉默 COX11 降低了细胞中的 ATP 水平 54 
3.7 RHOBTB3 缺失后细胞中 ATP 水平下降 52 


















Table of contents 
IV 
TABLE OF CONTENTS 
Table of content (In Chinese) I 
Table of content (In English) Ⅳ 
Abstract (In Chinese) Ⅶ 
Abstract (In English) Ⅷ 
Chapter 1 Introduction 1 
1.1 Review on RHOBTB3 1 
1.1.1 Introduction of RHOBTB3 family 1 
1.1.2 Tissue distribution of RHOBTB3 2 
1.1.3 RHOBTB3 function 2 
1.1.4 RHOBTB3 and cancer 4 
1.2 Review on COX11 4 
1.2.1 Electron transport chain 4 
1.2.2 COX11 background 5 
1.2.2.1 COX11 introduction 5 
1.2.2.2 COX11 function 7 
1.2.2.3 COX11 and disease 7 
1.3 Theory and application of Yeast Two-Hybrid 8 
1.3.1 Introduction of Yeast Two-Hybrid 8 
1.3.2 Application of Yeast Two-Hybrid 9 
1.3.3 Principle of MATCHMAKER Gal4 Two-Hybrid System3 11 
Chapter 2 Materials and methods 15 
2.1 Chemicals and reagents 15 
2.2 Work on DNA 15 
2.2.1 Vector 15 
2.2.2 Preparation of E.coli competent cell 18 













Table of contents 
V 
2.2.4 Enzymatic manipulation of plasmid DNA 22 
2.2.5 Purification of DNA fragment 23 
2.2.6 DNA ligation 25 
2.2.7 Polymerase chain reaction 25 
2.3 Yeast Two-Hybrid Work 25 
2.3.1 Host strain and media 25 
2.3.2 Verify the DNA-BD/bait protein expression 26 
2.3.3 Testing the DNA-BD/bait protein 27 
2.3.4 Yeast mating 27 
2.3.5 Isolate plasmid DNA from yeast 29 
2.3.6 Preparation of Yeast competent cell and DNA transformation 30 
2.3.7 Data analysis 31 
2.4 Cell culture and DNA transfection 31 
2.4.1 Cell culture 31 
2.4.2 Transient transfection 32 
2.4.3 Lenti-virus infection 33 
2.5 Protein work 33 
2.5.1 Immunoprecipitation 33 
2.5.2 Electrophoresis of protein in SDS-PAGE gel and Western blotting 35 
2.5.3 Cell immuno-fluorescent staining 36 
2.5.4 Isolation of pure mitochondria 36 
2.5.5 Fractionation by sucrose gradient  37 
Chapter 3 Results and Discussion 38 
3.1 Yeast two-hybrid screen 38 
3.1.1 Constructing the bait plasmid 38 
3.1.2 Expression the DNA-BD/bait plasmid in AH109 38 
3.1.3 Testing the DNA-BD/bait protein 39 
3.1.4 Testing the DNA-BD/bait protein for toxicity effects 39 
3.1.5 Screening mouse brain cDNA library 39 













Table of contents 
VI 
3.1.7 Retest protein interactions in yeast 41 
3.1.8 Sequence AD/library inserts 41 
3.2 Verify proteins interaction in mammalian cells 43 
3.2.1 Constructing ATG4D COX11 NOMO1 ATP5C UPXN1 plasmids 43 
3.2.2 Verify proteins interaction by western blot 43 
3.3 RHOBTB3 interacts with COX11 L-form 45 
3.3.1 Plasmid preparation of N-tag COX11 and C-tag COX11 45 
3.3.2 N-tag COX11 cannot locate in mitochondria 46 
3.3.3 C-tag COX11 can locate in mitochondria and the L-form interacts 
with RHOBTB3 46 
3.4 COX11 three forms have different subcellular location. 49 
3.4.1 COX11 M-form and S-form locate in mitochondria 50 
3.4.2 COX11 L-form locate in Golgi 50 
3.5 Interaction of RHOBTB3 and COX11 under glucose deprivation 52 
3.6 Knockdown of COX11 decrease cellular ATP level 53 
3.7 RHOBTB3 Knockout MEFs have lower ATP level 54 





























RHOBTB3 是一个多功能蛋白，它能够参与 Cul3/Roc1 介导的 cyclin E 泛素化
-蛋白酶体降解或剪切加工，促进细胞从 S 期向 G2 期的转化，从而保证了细胞周
期的有序进行。另一方面，RHOBTB3 的 C 末端异戊烯基化之后参与某些种类的囊
泡运输。我们实验室还发现它在低氧信号通路中具有重要的作用。本文展示了利
用酵母双杂交的方法寻找 RHOBTB3 相互作用蛋白。其中我们锁定了 COX11 进行深
入研究。COX11 是一个线粒体内膜蛋白，是 Complex Ⅳ的成员，它的存在对于
Complex Ⅳ的组装至关重要。我们发现 COX11 有三种形式的蛋白存在：它的
L-form 主要定位在高尔基上，可以与 RHOBTB3 相互作用；M-form 和 S-form 主要
定位在线粒体上，无法与 RHOBTB3 相互作用。在葡萄糖饥饿刺激的条件下，COX11
的 L-form 被降解或剪切加工，这种现象可以被 MG132 所抑制。此外，COX11 还
可能参与调控了 RHOBTB3 缺失所引起的细胞 ATP 水平下降，或葡萄糖饥饿刺激条






















RHOBTB3 is a multifunctional protein. It can recruit Cul3/Roc1 to mediate 
cyclin E ubiquitination- proteasome- degradation, which promotes cells to enter S 
phase from G2 phase, and thus ensure cell- cycle progress. RHOBTB3 participates in 
certain types of vesicle transport. Our laboratory has found that it plays a significant 
role in hypoxia signaling pathway. This article aims to find RHOBTB3 interacted 
proteins by using the method of yeast two-hybrid system. We find COX11 extremely 
intriguing. It is a component of Complex Ⅳ located in mitochondrial inner membrane, 
which is essential for the assembling of Complex .Ⅳ  We found that there are three 
forms of the COX11 existing: L-form locates in the Golgi and can interact with 
RHOBTB3; M-form and S-form can not interact with RHOBTB3 and is mainly 
located in the mitochondria. Under glucose deprivation the L-form of COX11 is 
degraded, which can be rescued by MG132 treatment. In addition, COX11 may be 
also involved in the regulation of cellular ATP level changing caused by knockout of 
RHOBTB3, or mitochondrial morphology changing under glucose starvation 
stimulation. RHOBTB3 may regulate the degradation of COX11 L-form. Further 
study of these issues will help us know more about RHOBTB3 and COX11 functions 
and the mechanism of cellular response to glucose starvation.  
 
















第一章 前 言 
1.1 RHOBTB3 的研究进展 
1.1.1 RHOBTB 的家族成员和结构 
 
RHOBTB蛋白是小鸟甘酸三磷酸腺苷酶 (guanosine triphosphatase, GTPase) 
Rho 超级家族中的一类非典型性成员，Rho GTPases 主要参与细胞骨架重塑、细
胞周期和基因表达调控等过程。该亚家族包含有三个成员，RHOBTB1、RHOBTB2
和 RHOBTB3。RHOBTB1 和 RHOBTB2 在序列上有 79%的相似性，而 RHOBTB3 的序列
与其它两个成员仅有大约 48%的相似性。在这些蛋白质中，通常包含一个 GTP 酶
结构域，一个富含脯氨酸的区域，一个串联的 2BTB 结构域和保守的 C 端区域[1]。 
 
 
图 1.1 RHOBTB 家族的功能结构域 
Fig. 1.1 Domain map of RHOBTB3 family 
资料来源：Berthold, J. Acta Pharmacologica Sinica, 2008. 
 
无论是在小鼠还是人类中，3 个 RHOBTB 基因都是广泛表达的。但是在组织
























1.1.2 RHOBTB3 的组织分布 
 
人 RHOBTB3 基因位于 5 号染色体，其 cDNA 包含有 1836nt 的编码序列 （成
熟蛋白为 611aa）和 685nt 的 5’-UTR 以及 1927nt 的 3’-UTR。 RHOBTB3 具有
广泛的组织分布，特别在胎盘、胰腺、肾上腺、唾液腺以及神经和心血管组织中
有高表达。 RHOBTB3 仅在脊椎动物中存在且相对保守，如人和鼠 RHOBTB3 的核
苷酸和氨基酸序列的相似性分别为 90%和 96%，表明它可能在生命进化过程起着
重要作用。 
1.1.3 RHOBTB3 的功能 
 
目前已知的 RHOBTB3 的生物学功能很有限。一般认为，RHOBTB 家族的三个成
员都能够参与 Cul3/Roc1 介导的蛋白泛素化-蛋白酶体降解或剪切加工[2]。Lu A
等人的研究表明，RHOBTB3/Cul3 复合体能够导致 cyclin E 的泛素化降解或剪切
加工，促进细胞从 S 期向 G2 期的转化，从而保证了细胞周期的有序进行[3]。 
另一方面，RHOBTB3 的 C 末端是一个保守的可以被异戊烯基化修饰的序列，
CAAX，发生修饰后使得 RHOBTB3 获得了参与某些种类的囊泡运输的能力[4]。有报
道指出，RHOBTB3 C 末端的 420-611aa 区域能够与 Rab9 的 GTP 结合形式（如 Rab9 
Q66L 突变体）相互作用，但不能与 Rab9 的 GDP 结合形式（如 Rab9 S21N 突变体）
相互作用，并且该相互作用参与了从晚期内吞体到高尔基体（反式高尔基体）的
物质运输。但通过高效液相色谱（High-performance liquid chromatography, 
HPLC） 实验分析表明 RHOBTB3 能够结合并水解 ATP，由此证明它其实是一个
ATPase 而不是 GTPase[5]。此外，RHOBTB3 在高尔基体膜上还能够与 TIP47 相互作



















图 1.2 RHOBTB3 作为 ATP 水解酶参与内吞体至高尔基体的物质运输 
Fig.1.2 RHOBTB3, an ATPase in Late- Endosome-to-Golgi Transport 





对不同严重程度的样本的基因表达分析，Jeremy A Miller 等人将 RHOBTB3 和
ABCA1、MT1H 和 PDK4 这四个基因鉴定为阿尔兹海默病症的易感基因[6]。 
除了 Rab9 和 Tip47，已知的 RHOBTB3 的相互作用蛋白很少。有课题组通过在
细胞培养中加入稳定同位素标记的氨基酸（stable isotope labeling by amino 
acids in cell culture, SILAC）的方法，来鉴定非典型 Rho GTPase（包括 RHOBTB

















Cul3/Roc1 来介导 5-HT7a 受体的泛素化降解或剪切加工，相反的，RHOBTB3 会强
烈抑制 5-HT7a 受体的蛋白酶体降解或剪切加工[7]。 
 




















膜间隙最终经线粒体 ATP 合酶生成 2.5 个 ATP.FADH2 经复合体Ⅱ、辅酶 Q、复合
体Ⅲ、细胞色素 C、复合体Ⅳ最终把电子传递给氧气，并将质子排到线粒体膜间


















图 1.3 电子传递链图示 
Fig.1.3 Electron Transport Chain 
 
1.2.2 COX11 背景 
1.2.2.1 COX11 简介 
COX11 即 cytochrome c oxidase assembly homolog 11 (yeast).它是是线
粒体内膜氧化呼吸链 Complex Ⅳ的成员之一，它的基本功能是转运金属铜离子。
在酵母中 COX11 基因研究的比较清楚，它全长 903bp；蛋白全长 301 个氨基酸。
它的 NT-45aa 为线粒体的定位序列；55-75aa 是基质功能区；86-106 是跨膜功能
区[8]。在 1998 年，Petruzzella 等人利用体外翻译蛋白的系统，用同位素标记的
硫元素作为原材料，提取细胞中的线粒体，检测到了 COX11 两种形式的存在。作
者认为 COX11 存在着线粒体靶向序列，经过切割成熟后才能进入线粒体行使功
能。除了 COX11 以外，还有其他一些线粒体蛋白有这样的特性，例如 SCO1，COX15，
OPA1 等蛋白。在酵母中，COX11 是先在细胞质中作为前体蛋白表达出来的，含有
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